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ABSTRACT

This study investigated the melanogenesis effect of isoimperatorin and

imperatorin and the basic signaling pathway of imperatorin. The coumarin

derivatives isoimperatorin and imperatorin were tested at concentrations of

6.25, 12.5 and 25 µM, which do not affect cell viability. Isoimperatorin and

imperatorin increase melanin in the evaluation of melanin content and

tyrosinase activity. Interestingly, there was no difference in melanin content

and tyrosinase activity, despite the structural differences between

isoimperatorin and imperatorin. Imperatorin increased melanin by regulating

Tyrosinase, TRP-1 and TRP-2 enzymes, which play an important role in

melanin activity. MITF is a protein factor that plays a major role in

melenogenesis. Imperatorin increases melanin synthesis by finally regulating

MITF through the ERK pathway of MAPKs, PKA/CREB pathway and

AKT/GSK3β/β-catenin pathway in B16F10 cells. These pathways were

further identified using specific inhibitors. In addition, it was confirmed that

melanin production was induced in human epidermal melanocyte cells by

treating imperetorin in HEMn-MP cells. Finally, the primary stimulation

evaluation of the human skin was conducted to confirm whether the use of

imperatorin had a stimulation or sensitization reaction to the skin. Through

this test, it was confirmed that imperatorin was a hypoallergenic substance.

In conclusion, the activity of coumarin derivatives on melanin production was

evaluated through research. Both isoimperatorin and imperatorin showed

increased melanin, and especially imperatorin can be used as a local treatment

to treat hypochromic deposition.

Key word : melanogenesis, imperatorin, isoimperatorin, signaling pathway,

B16F10, HEMn-MP
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Ⅰ. 서론

인간의 피부색은 멜라닌(Melanin), 헤모글로빈(Hemoglobin), 카로틴(Carotene),

각질층의 두께 등 여러 가지 요인에 의해 결정되며 이 중 멜라닌이 주된 역할을

한다. 이런 색소들의 발현에는 유전적 인자가 가장 크게 작용 되지만 자외선, 피

로, 스트레스, 호르몬과 같은 환경적인 인자에 의해서도 영향을 받는다[1-3].

멜라닌은 자외선이나 외부 자극 물질 등으로부터 피부보호 기능을 하지만, 멜

라닌 생성이 감소하면 백반증(Vertiligo), 저색소 침착증(Hypopigmentation), 탈색

모반(Nevus depigmentosus), 백색증(Albino), 백모증(Poliosis) 등의 색소 질환을

일으킨다. 또한 멜라닌은 자외선을 흡수하여 피부에 자외선이 침투하는 것을 막

아주고 세포에 해를 입히는 유해산소를 제거하는 역할을 하는데 표피의 멜라닌

부족은 피부암 및 피부 노화를 일으키는 원인이 될 수 있다[4,5].

멜라닌은 표피 기저층에 존재하는 멜라닌 세포(Melanocyte) 내의 소기관인 멜

라닌 소체(Melanosome)에서 합성된다. 합성된 멜라닌은 수상돌기를 통하여 주변

의 각질 세포(Keratinoocytes)로 이동되어 피부의 색을 나타낸다[6-9].

멜라닌의 생성은 세포 내의 복잡한 신호전달 과정에 의해 생성된다. Tyrosinas

e, TRP-1(tyrosinase-related protein-1)과 TRP-2(tyrosinase-related protein-2)

는 멜라닌 합성에 이용되는 특이적인 효소 및 단백질로 멜라닌 생성에 중요한

역할을 한다[10,11].

Tyrosinase는 피부의 기저층에 존재해 Melanocyte에서 Tyrosinase을 산화시켜

멜라닌 생성을 촉진하는 효소이다. Tyrosinase는 tyrosine을 3,4-dihydroxyphenyl

alanin(DOPA)으로 hydroxylation 시키고, DOPA는 효소적 산화반응에 의해 DO

PAquinone으로 전환된다. DOPAquinone은 Dopachrome으로 전환되고 dihydro-i

ndolizine나 indole-5,6-quinone-2-carboxylic acid(DHICA)로 되며 여러 반응에
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의해 최종적으로 Eumelanin이 합성된다[12,13]. 이 과정에서 TRP-1은 DHICA의

산화를 촉매하고, TRP-2는 DOPAchrome에서 DHICA로 산화 과정을 촉매한다.

또한 DOPAquinone에서 cysteine이나 glutathione와 결합하면 cysteinylDOPA로

대사되고 최종적으로 붉은색을 띠는 pheomelanin이 생성된다[14-18].

앞서 말한 바와 같이, 인체 내 멜라닌 합성은 고도로 조절된 경로로 150개 이

상의 유전자가 관여한다. 그중에서도 MITF는 멜라노사이트 기능의 마스터 조절

자이다. MITF의 발현은 멜라닌 생성에 관여하는 효소들의 발현과 밀접한 관련

이 있다. 수용체로부터 신호전달은 대부분 최종적으로 MITF-M(Microphthalmia

-associated transcription factor-M) 전사인자로 집약된다. MITF-M은 멜라닌

생성에 관여하는 Tyrosinase, TRP-1, TRP-2 등의 유전자 프로모터에 존재하는

M-box와 결합하는 것으로 표적 유전자 전사를 활성화시킨다[19-24].

멜라닌 생성에 대한 많은 신호 전달 경로가 있는데, MITF 유전자 조절의 주요

신호 경로는 다음과 같이 4가지로 나눌 수 있다. 1) MAPKs 신호전달 경로, 2)

PKA/CREB 신호 전달 경로, 3) AKT/PI3K 신호전달 경로, 4) GSK3β/β-catenin

신호 경로.

MAPKs 경로는 다양한 자극의 신호를 전달, 증폭 및 통합하고 세포증식, 분화,

발달, 염증반응 및 세포 자멸사를 비롯한 적절한 생리학적 반응을 이끌어낸다.

MAPKs 신호전달 경로는 이처럼 다양한 세포 기능을 제어하는데 이전 연구에

의하면, MAPKs는 멜라닌 생성을 조절하는 작용을 한다고 보고되었다. MAPKs

경로의 ERK 신호는 serine 73 잔기에서 MITF의 인산화를 유도하고, MITF 분

해를 촉진하여 멜라닌 생성을 억제한다. 따라서 P-MITF의 유전자 발현 감소는

멜라닌의 생성 유도로 이어진다[25-30].

피부가 자외선을 받거나 각질형성세포로부터 산화 스트레스를 받으면 이는 α-

MSH를 유도한다[31]. 세포 내 증가한 α-MSH는 뇌하수체 중엽에서 분비되며 멜

라닌 세포에서만 발현되는 막 수용체인 MC1R과 결합하여 Adenylyl Cyclase를
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활성화시킨다. 이는 세포 내 cAMP 신호를 증폭시켜 PKA(cyclic AMP-depende

nt/protein kinase)의 활성화를 유도하며, CREB(cAMP response element-binding

protein)의 상향 조절로 이어져 멜라닌 세포에 특이적 전사인자인 MITF의 발현

을 증가시킨다[32-38].

또한 멜라닌 생성에 관여하는 경로로써 AKT 신호전달 경로가 있다. 자극받은

MC1R은 PI3K를 활성화한다. PI3K는 지질 인산화 효소로서 세포막 인지질에 있

는 PIP2의 Inositol 3번 탄소를 인산화시켜 PIP3를 만든다[39,40]. 이때 PIP3와 결

합하는 PH(Pleckstrin Homology) domain인 PDK1은 AKT의 Thr 308 잔기를 인

산화하고, mTORC2에 의해 Ser 473 잔기에서 인산화할 수 있도록 돕는다. 인산

화된 AKT는 신호전달 경로의 활성화에 영향을 미치며, 멜라닌 생성 억제와 연

관되어 있다. AKT의 인산화는 MITF 분해를 촉진해 멜라닌 생성을 억제하므로

AKT의 인산화 저해는 멜라닌 생성을 유도한다[41-45].

멜라닌 신호전달 경로로 잘 알려진 Wnt 신호전달 경로(Wingless/Integrated si

gnaling pathway)는 Wnt 단백질 리간드가 Frizzled(Fzd) 수용체에 결합함으로써

활성화된다. Wnt가 존재하지 않을 때는 Axin, Adenomatous Polyposis Coli(AP

C), Casein Kinase(CK), GSK3β로 이루어진 파괴복합체가 β-catenin을 인산화하

여 프로테아좀 분해에 의해 β-catenin의 유비퀴틴화를 일으킨다[46-48]. 반면, W

nt 리간드가 수용체에 결합하여 활성화되면 Axin의 복합체로의 동원을 초래하고,

이에 따라 axin modulating β-catenin의 인산화의 억제로 이어진다. 이는 궁극적

으로 β-catenin의 안정화를 초래한다. β-catenin의 안정화 및 축적은 β-catenin

의 핵으로의 전위를 유발하여 T-cell factor-lymphoid-enhancing(TCF-LEF) 전

사인자와 복합체를 형성하여 표적 유전자인 MITF 발현을 증가시킨다[49-52].

쿠마린(Coumarin, 2H-chrome-2-one)은 식물들에 널리 분포하여 씨앗, 잎, 열

매로부터 분리되며, 두 개의 고리를 가진 화합물로 벤젠 분자에 육각형 헤테로

고리가 부착된 형태를 갖는다. 쿠마린은 항암[53], 항산화[54], 항미생물[55], 항응

고제[56] 등 다양한 생리활성이 보고되어 있다.
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Isoimperatorin과 imperatorin은 coumarin에 furan 고리가 선형으로 결합한 구

조인 psoralen의 치환된 형태를 가지며, 각각 5번, 8번 위치에 prenyloxy기가 치

환되어 있다(Figure 1).

Isoimperatorin과 imperatorin은 Angelica siensis, Peucedanum ostruthium, C

neoridium 등으로부터 분리된 바 있고[57-59] isoimperatorin은 auraptin, cinidin

으로 불리우며 항암[60], 항염증제[61], 항고혈압[62], 진통제[63] 및 간 보호 특성

[64]이 보고되었다. 또한 imperatorin은 marmelosin, ammidin, pentosalen 등으로

불리우며 항염증제[65], 기억 결핍 개선[66], 항응고제[67], 항혈전제[68], 항경련제

[69] 등의 효과가 있다고 알려져 있다.

본 연구실은 다양한 coumarin계 화합물을 대상으로 멜라닌 생성과 구조적 차

이와의 연관성에 대하여 연구하고 있으며[70,71] isoimperatorin과 imperatorin의

멜라닌 생성 관련 연구는 이러한 연장선에서 시도되었다. 한편 isoimperatorin과

imperatorin을 주요 성분으로 하는 당귀 자원이 멜라닌 세포 증식 및 멜라닌 합

성, Tyrosinase 활성을 촉진한다는 것으로 알려져 있으나[72], 본 연구는 B16F10

마우스 세포와 HEMn-MP 인간 표피 멜라닌 정상세포를 대상으로 isoimperatori

n과 imperatorin의 멜라닌 생성 및 신호전달 과정 규명에 집중되었다. 또한 인체

자극 시험을 통하여 isoimperatorin과 imperatorin의 국소 적용 가능성 여부도 확

인하였다.
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(a) (b)

Figure 1. Structure of (a) isoimperatorin and (b) imperatorin.
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Figure 2. The production process of melanin in which enzymes.
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Figure 3. Signaling pathways in melanogenesis.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료 및 시약

본 연구에 사용된 Isoimperatorin(≥98%)은 CAYMAN CHEMICAL COMPAN

Y(Ann Arbor, MI, USA)에서 구매하였고 Imperatorin(≥98%)은 Tokyo Chemica

l Industry(Chuo-ku, Toyko, Japan)에서 구매하였다. 세포실험을 위해 사용된 α-

Melanocyte stimulating hormone(α-MSH), L-DOPA, Protease Inhibitor Cocktai

l은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Dulbecco’s modified

Eagle’s medium, Penicillin/Strepcomysin, 10X Trypsin-EDTA(0.5%)은 Thermo

Fisher Scientific(Waltham, MA, USA)에서 구매하였으며 Skim Milk는 Difco(Fr

anklin Lakes, New Jersey, USA)에서 구매하였다. Dimethyl sulfoxide(DMSO),

Phosphate-buffered saline(PBS), 10x TBS 및 Radioimmunoprecipitation assay

buffer(RIPA buffer)는 Biosesang(seongnam, gyeonggi-do, Korea)에서 구매하였

다. 1차 항체로 이용한 Tyrosinase, TRP-1, TRP-2, CREB, P-CREB은 Santa C

ruz에서 구매하였고 P-MITF는 Abcam(Cambridge, UK)에서 구매하였다. 또한

MITF, P-ERK, ERK, P-GSK3β, GSK3β, P-β-catenin, β-catenin, P-PKA, PK

A, P-AKT, AKT 및 2차 항체는 Cell Signaling Technology(Danvers, Massach

usetts, USA)로부터 구매하여 사용하였다.
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2. 실험방법

2.1. 세포배양

B16F10 mouse melanoma cell은 ATCC(The Global Bioresource Center)에서

구매하였다. 세포배양은 10% Fetal Bovin Serum(FBS)와 항생제인 1% Penicillin

-Streptomycin을 첨가한 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium(DMEM) 배지에

서 37°C, 5% CO2 조건에서 3일 간격으로 계대배양 하였다. Human epithermal

melanocyte, neonatal(moderately pigment doner)은 Gibco에서 구매하였다. HEM

n-MP cell의 배양은 Medium 254에 Human Melanocyte Growth Supplement(H

MGS)를 첨가한 배지를 이용하여 37°C, 5% CO2 조건에서 6일 간격으로 계대배

양 하였다.
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2.2. 세포 생존율

1) MTT assay

Cell viability를 측정하기 위해서 MTT 방법을 이용하여 세포 생존율을 확인하

였다. MTT assay는 살아있는 세포가 미토콘드리아 탈수소 효소를 통해 Tetrazo

lium salt로 전환되며 형성한 MTT formazan crystal을 유기용매에 녹여 평가하

는 방법이다. B16F10 세포는 24 well plate에 1.0 x 104 cells/well로 분주하여 24

시간 동안 배양한 후, 농도별로 시료를 처리하여 72시간 동안 반응시켰다. MTT

시약은 0.4 mg/mL 농도로 처리하여 3시간 반응하였다. 이후 배지를 제거하고 D

MSO를 well당 800 µL씩 넣어 보라색 Formazan 결정을 용해하였다. 이를 Micro

plate reader를 사용하여 560 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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2) LDH assay

세포가 죽거나 손상되면 Lactate dehydrogenase(LDH)를 방출하게 된다. LDH

assay는 세포에서 방출된 LDH의 양을 water soluble tetrazolium salt(WST)를

이용해 흡광도를 측정하는 방법이다. 24 well plate에 1.0 x 104 cells/well로 분주

하여 24시간 동안 배양한 후, 농도별로 시료를 처리하여 72시간 동안 반응시켰

다. 이후 각 well에서 세포배양액 200 µL를 얻어 600 xg에서 5분간 원심분리해

주었다. 상층액 10 µL를 96 well plate에 넣고 LDH Reaction Mixture을 제조하

여 100 µL씩 첨가한다. 빛이 차단된 상온에서 30분간 반응시키고 450nm에서 흡

광도를 측정하였다.
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2.3. Melanin contents 측정

B16F10 세포에서 시료가 Melanin 생성에 영향을 미치는지 확인하기 위해 mel

anin contents를 측정하였다. B16F10 세포를 60 mm cell culture dish에 7.0 x 1

04 cells/dish로 분주하여 24시간 동안 배양하였다. 여러 농도의 시료와 α-MSH를

처리하여 72시간 동안 반응시킨다. 배양 후 medium을 제거하고 1x PBS로 세척

하였고, lysis buffer를 넣어주어 20분간 4°C에서 용해하였다. Cell scraper로 cell

을 긁어 1.5 mL e-tube에 옮겨 담고, 5분간 3회 Vortexing 기기를 이용해 용액

을 섞어주었다. 그리고 15000 rpm, -8°C 조건에서 20분간 원심분리하고 상층액

은 제거하였다. Pellet에 10% DMSO가 첨가된 1 N NaOH을 200 µL씩 넣어 80°

C에서 10분간 처리하였다. 이를 96 well plate에 각각 50 µL씩 옮겨 담고 Microp

late reader를 사용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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2.4. Tyrosinase activity 측정

시료를 처리한 B16F10 세포가 Melanin 생성을 한 것이 Tyrosinase 효소에 의

한 것인지 확인하기 위해 Tyrosinase activity를 측정하였다. B16F10 세포를 60

mm cell culture dish에 7.0 x 104 cells/dish로 분주하여 24시간 동안 배양하였다.

다양한 농도의 시료와 α-MSH를 처리하여 반응시킨다. 72시간 후, 배지를 제거

하고 1x PBS로 세척하고 protease inhibitor를 포함한 Ripa buffer를 넣어주어 20

분간 4°C에서 lysis 하였다. Scraper로 cell을 모아 1.5 mL e-tube에 옮겨 담고,

5분 간격으로 3회 섞어주었다. 그리고 15000 rpm, -8°C 조건에서 20분간 원심분

리해주고 상층액을 얻었다. BCA protein assay kit를 사용하여 단백질을 정량하

여 동일한 양의 단백질을 20 µL씩 넣고, L-dopa (2 mg/mL)를 제조하여 80 µL

씩 첨가하였다. 이를 37°C에서 1시간 반응하고 490nm에서 흡광도를 측정하였다.
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2.5. Western blot analysis

B16F10 세포 내 단백질 발현을 확인하기 위하여, Western blot을 진행하였다.

Western blot을 이용해 단백질을 크기 별로 분리하여 특정 단백질만을 Detection

하였다. 60 mm cell culture dish에 B16F10 세포를 7 x 104 cells/well로 분주하

고 배양하였다. 24시간 후 시료를 농도별로 처리하였다. 일정 시간 배양 후, 단백

질을 얻기 위해 차가운 1x PBS로 cell을 2회 세척하고 protease inhibitor cocktai

l을 1%로 첨가한 RIPA buffer를 처리하여 20분간 4°C에서 cell을 용해하였다. 이

어서 –8°C에서 20분간 15000 rpm으로 원심분리하여 상층액을 얻었다. 단백질은

BCA protein assay kit를 이용해 정량하였고, 동일한 양의 단백질을 10% SDS-

PAGE(Sodium-dodecyl sulfate polyacrymide gel electrophoresis)로 전기영동하

여 분리하였고 단백질은 PVDF 막으로 옮겨졌다. Membrane은 상온에서 1시간 3

0분 동안 5% skim milk를 사용하여 blocking 하였으며 TBS-T로 10분 간격으로

6회 세척하였다. 1차 항체는 buffer인 TBS-T에 희석해 overnight 해주었다. 이

후 Membrane을 TBS-T로 세척하였고 상온에서 2시간 동안 2차 항체와 반응시

켰다. 단백질 밴드 검출은 ECL Reagent(Advansta Inc, Menlo Park, CA, USA)

를 사용하였고 chemidoc(WL, VILBER LOURMAT, France)를 이용해 밴드를

확인하였다. 밴드 이미지는 ImageJ software를 사용하여 분석하였다.
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2.6. 인체 피부 일차 자극 평가

인체 피부 일차 자극 평가 시험의 경우, 원료에 의한 피부 자극을 확인하기 위

한 첩포 시험으로 피부반응 검사로 자극의 정도를 평가한다. 시험은 주식회사 더

마프로에 의뢰하여 진행하였다. 첩포 시험은 피부 패치를 이용하며 시험대상자의

배경 및 병력조사 등의 검사를 통하여 피험자 선정기준에 적합하고 제외기준에

해당하지 않는 20~60세의 여성 30명 이상을 대상으로 실시하였다. 시험 부위인

등을 70％ ethanol로 세척한 후, 시험물질 20 µL을 시험 부위에 24시간 동안 첩

포하였다. 첩포 제거 20분 후 1차 평가, 24시간 후 2차 평가를 시행하였다.
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3. 통계처리

모든 실험의 결과는 세 번의 반복 실험을 통해 평균과 표준편차(평균 ± SD)로

나타내었다. 통계적 유의성은 Studant’s t−test를 사용하여 p−value로 나타내었

고, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001로 표시하였다.
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Ⅲ. 결과

1. B16F10 세포에서 Isoimperatorin과 imperatorin의 세포독성 평가

Isoimperatorin과 imperatorin이 B16F10 세포에 대해 독성을 보이지 않는 최대

농도를 확인하기 위해 세포 생존율을 확인하였다. 세포 생존율 확인을 위해 MT

T assay와 LDH assay를 이용하였다. Isoimperatorin과 imperatorin을 다양한 농

도(6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 µM)로 처리하여 72시간 동안 배양되었다.

MTT assay의 경우, 세포 생존율에 영향을 주지 않는 농도는 미처리 대조군

대비 90% 이상의 생존율을 갖는 것으로 평가하였다. Figure 4에 나타난 바와 같

이, MTT assay에서 isoimperatorin과 imperatorin 모두 25 µM 이하의 농도에서

세포독성을 보이지 않았다.

LDH assay는 세포가 사멸할 때 세포막이 파괴되면서 방출되는 물질로 알려진

lactase dehydrogenase의 양을 측정하여 평가하는 방법으로 세포가 damage를 입

으면 LDH의 양이 증가한다. 실험 결과는 미처리 대조군 대비 110% 이하일 때

세포 생존율에 영향을 미치지 않는 농도로 평가하였다. LDH assay의 경우 isoi

mperatorin은 50 µM 이하, imperatorin은 25 µM 이하의 농도에서 세포독성을 보

이지 않았다(Figure 5). 두 결과를 종합하여 공통적인 농도 범위인 6.25, 12.5, 25

µM에서 이후 실험을 진행하였다.
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(a)

(b)

Figure 4. The effects of coumarin on the viability using MTT assay. C

ells were treated with various densities(6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 µM) for 72

h. MTT assay was performed to evaluate the cell viability of (a) isoimperator

in and (b) imperatorin. The results are presented as the mean ± SD from thr

ee independent experiments. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs. the untreated contr

ol group.
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(a)

(b)

Figure 5. The effects of coumarin derivatives on the viability using LD

H assay. Cells were treated with various densities(6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200

µM) for 72 h. LDH assay was performed to evaluate the cell viability of (a) i

soimperatorin and (b) imperatorin. The results are presented as the mean ± S

D from three independent experiments. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs. the untr

eated control group.
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2. B16F10 세포에서 멜라닌 함량 평가

B16F10 세포에서 isoimperatorin과 imperatorin이 Melanin 합성에 영향을 미치

는가 확인하기 위해 Melanin contents를 수행하였다. Isoimperatorin과 imperatori

n은 6.25, 12.5, 25 µM의 농도로 처리하여 72시간 동안 배양되었다. α-MSH는 양

성대조군으로써 사용되었다. Figure 6에 나타난 바와 같이 isoimperatorin과 impe

ratorin 모두 멜라닌 증진을 보였다. 미처리 대조군과 비교하여 두 시료는 농도의

존적으로 증가하였으며, 미처리 대조군을 100%로 하였을 때 isoimperatorin은 고

농도 25 µM에서 185.67%, imperatorin은 고농도인 25 µM에서 183.55%로 나타났

다.
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(a)

(b)

Figure 6. The effects of coumarin derivatives on the melanin contents.

For the evaluation of melanin production, cells were treated with various dens

ities(6.25, 12.5, 25 µM) and α-MSH(100 nM) for 72 h. α-MSH treatment was

used as the positive control. The results are presented as the mean ± SD fro

m three independent experiments. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs. the untreated

control group.
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3. B16F10 세포에서 Tyrosinase 활성 평가

Isoimperatorin과 imperatorin를 처리한 B16F10 세포가 Melanin을 생성한 것이

tyrosinase 효소에 의한 것인지 확인하기 위해 Tyrosinase activity를 측정하였

다. Isoimperatorin과 imperatorin은 6.25, 12.5, 25 µM의 농도로 처리하여 72시간

동안 배양되었다. α-MSH는 양성대조군으로써 사용되었다. Figure 7에 나타난

바와 같이 두 시료 모두 농도 의존적으로 증가하였고, Isoimperatorin은 고농도 2

5 µM에서 169.03%로 나타났고 imperatorin은 166.94%로 Tyrosinase 활성이 증

가하는 것을 확인하였다.

Isoimperatorin과 imperatorin은 구조적인 차이가 있지만, Melanogenesis에 대

하여 두 시료는 동일한 수준의 멜라닌 증진을 보였다. 따라서 두 시료 모두를 멜

라닌 증진에 대한 기작 연구를 진행하려 하였으나 isoimperatorin의 경우 선행

연구가 존재하여[73], imperatorin으로 이후 실험을 진행하였다.
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(a)

(b)

Figure 7. The effects of Coumarin derivatives on the tyrosinase activit

y. For the evaluation of tyrosinase activity, cells were treated with various d

ensities(6.25, 12.5, 25 µM) and α-MSH(100 nM) for 72 h. α-MSH treatment w

as used as the positive control. The results are presented as the mean ± SD

from three independent experiments. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs. the untreat

ed control group.
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4. B16F10 세포에서 Imperatorin의 멜라닌 생성 증진 평가

4.1. Western blot analysis

1) 멜라닌 생성 효소 발현에 Imperatorin이 미치는 영향

Tyrosinase, TRP-1과 TRP-2는 멜라닌 생성에 주요한 역할을 하는 효소이다.

멜라닌 생성과 관련된 효소의 발현 정도에 따라 그 활성이 조절된다. 앞서 확인

한 imperatorin의 멜라닌 생성 유도가 효소의 활성에 따르는지 확인하기 위해

western blot을 이용해 단백질 발현 정도를 분석하였다. β-actin은 Loading

control로서 사용되었다. 실험 결과 농도에 따라 유의적으로 Tyrosinase, TRP-1

그리고 TRP-2 단백질의 발현이 상향 조절되어 이는 imperatorin이 melanin 생

성에 TYR, TRP-1, TRP-2 효소를 이용하는 것으로 판단하였다(Figure 8).
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 8. The effects on the protein expression of TYR, TRP-1 and TR

P-2 in B16F10 melanoma cells. The cells were treated with imperatorin(6.2

5, 12.5 and 25 μM) for 48 h. (a) Western blotting results; protein levels of (b)

TYR, (c) TRP-1, and (d) TRP-2. β-actin was used as a loading control. The

results are presented as the mean ± SD from three independent measurement

s using ImageJ software. *** p < 0.001 vs. the untreated control group.
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2) MITF 발현에 Imperatorin이 미치는 영향

MITF는 멜라닌 생합성 과정에서 중요한 역할을 하는데, 앞서 멜라닌 생성에

관여하는 효소들은 MITF의 유전자 프로모터와 연결되어 그 전사가 조절된다.

따라서 MITF의 증가는 멜라닌 생성과 연관되어 있다. Figure 9. (b)에 따르면 α

-MSH는 양성대조군으로 이용되었으며 농도가 증가함에 따라 MITF의 발현이

증가되었음을 확인하였다.

반면에, serine 73번에서 MITF의 인산화는 그에 따른 분해를 유도하고 멜라닌

생성을 저해한다. 따라서 P-MITF 발현의 감소는 멜라닌 생성을 유도한다. 이를

확인하기 위해, western blot을 이용하여 P-MITF의 단백질 발현 정도를 확인하

였다. Figure 9. (c)에 따르면, 인산화된 MITF는 농도가 증가함에 따라 단백질의

발현이 감소됨을 확인하였다.
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(a)

(b) (c)

Figure 9. The effects on the protein expression and phosphorylation of

MITF in B16F10 melanoma cells. The cells were treated with imperatorin

(6.25, 12.5, 25 μM) for 24 h. (a) Western blotting results, (b) protein levels of

MITF, (c) phosphorylation level of MITF. β-actin was used as a loading cont

rol. The results are presented as the mean ± SD from three independent mea

surements using ImageJ software. *** p < 0.001 vs. the untreated control gro

up.
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3) MAPKs 신호전달 경로에 대한 Imperatorin의 영향

MAPKs 신호전달 경로는 ERK(extracellular signal-regulated kinase), P38 및

JNK(c-Jun N-terminal kinase)로 이루어져 있다. 특히, ERK는 인산화를 통해

MITF 단백질 안정성을 조절하는 역할을 한다. 즉, MITF의 인산화는 안정성을

감소시키고 프로테아좀에서 분해를 일으키며, ERK 탈인산화는 역설적으로

MITF 분해를 방해하여 멜라닌 생성을 활성화시킨다. 따라서 imperatorin이

MAPKs 경로를 통해 MITF 활성을 조절하는지 여부를 조사하였다. Western

blot analysis를 통해 imperatorin을 처리함에 따라 P-ERK가 농도 의존적으로

유의하게 감소하는 것으로 나타났다(Figure 10). 미처리 대조군을 100%로 하여

계산했을 때, 고농도인 25 µM에서 76.82%로 나타났다. 이는 Imperatorin에 의한

효과적인 ERK 인산화의 감소로 멜라닌 생성을 자극함을 보여준다.
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(a) (b)

Figure 10. The effects on the phosphorylation level of ERK in B16F10

melanoma cells. The cells were treated with imperatorin(6.25, 12.5, and 25 μ

M) for 3 h. (a) Western blotting results, (b) protein levels of P-ERK/ERK. β

-actin was used as a loading control. The results are presented as the mean

± SD from three independent measurements using ImageJ software. *** p <

0.001 vs. the untreated control group.

P-ERK

T-ERK

β-actin 43 KDa

44 KDa
42 KDa

− − − − +
− 6.25 12.5 25 −

 

***
***

***

0

20

40

60

80

100

120

−
−

−
6.25

−
12.5

−
25

+
−

P-
E

R
K

/T
-E

R
K

 p
ro

te
in

 le
ve

l 
(%

 o
f c

on
tr

ol
)

α-MSH (100 nM)
Imperatorin (μM)

44 KDa
42 KDa

α-MSH (100 nM)
Imperatorin (µM)



- 37 -

4) PKA/CREB 신호전달 경로에 대한 Imperatorin의 영향

멜라닌 생성의 첫 단계에 관여하는 호르몬인 α-MSH는 멜라닌 세포에서 멜라

닌 생성과 관련된 하향 조절 단백질인, PKA(Protein kinase A)와 cAMP(Cyclic

Adenosine Monophosphate) response element-binding protein의 인산화를 자극

하여 멜라닌 세포의 합성을 유도한다. 따라서 다음으로 imperatorin이 B16F10 세

포에서 PKA/CREB 신호 전달 경로를 통해 멜라닌 생성을 유도하는지 여부를 조

사하였다. B16F10 세포에서 imperatorin을 이용하여 자극함으로써 PKA와 CREB

의 인산화가 농도에 따라 유의하게 증가하는 것을 확인하였다(Figure 11). 종합

하면 이러한 데이터는 imperatorin의 멜라닌 생성 효과가 PKA/CREB 신호 전달

경로와 밀접하게 관련되어 있으며 MITF를 통한 TYR, TRP-1 및 TRP-2의 상

향 조절 후에 발생함을 보여준다.
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(a)

(b) (c)

Figure 11. The effects on the protein expression of PKA and CREB in

B16F10 melanoma cells. Cells were treated with imperatorin(6.25, 12.5, and

25 μM) for 15 min. (a) Western blotting results; protein levels of (b)

P-CREB and (c) P-PKA. β-actin was used as a loading control. The results

are presented as the mean ± SD from three independent measurements using

ImageJ software. * p < 0.05, and *** p < 0.001 vs. the untreated control

group.

P-PKA

T-PKA

β-actin

P-CREB

CREB

43 KDa

43 KDa

43 KDa

42 KDa

42 KDa

− − − − +
− 6.25 12.5 25 −

α-MSH (100 nM)
Imperatorin (µM)

 

***

***
***

***

0

100

200

300

400

500

600

700

−
−

−
6.25

−
12.5

−
25

+
−

P-
C

R
E

B
/C

R
E

B
 p

ro
te

in
 le

ve
l 

(%
 o

f c
on

tr
ol

)

α-MSH (100 nM)
Imperatorin (μM)

 
*

***

***

***

0

50

100

150

200

250

−
−

−
6.25

−
12.5

−
25

+
−

P-
PK

A
/T

-P
K

A
 p

ro
te

in
 le

ve
l

(%
 o

f c
on

tr
ol

)

α-MSH (100 nM)
Imperatorin (μM)



- 39 -

5) AKT/GSK-3β/β-catenin 신호전달 경로에 대한 Imperatorin의 영향

최근 PI3K/AKT/GSK-3β/β-catenin 신호 전달 경로가 멜라닌 세포 발달 및

멜라닌 생성과 밀접한 관련이 있다는 수많은 보고가 있다. AKT 인산화 및 활성

화는 GSK-3β의 인산화를 유도하여 GSK3β를 불활성화시키고 β-catenin 분해를

억제하여 안정성을 증가시킨다. 세포질에 β-catenin이 축적되면 핵 전위가 촉진

되고 MITF는 전사적으로 상향 조절되어 결국 멜라닌 생성에 관여하는 유전자의

발현을 유도한다. Imperatorin이 이러한 신호전달 경로에 영향을 미치는지 여부

를 확인하기 위해 Western blot analysis을 이용하여 P-AKT를 평가하였다.

Figure 12에 나타난 바와 같이, imperatorin은 AKT의 인산화를 유의하게 억제하

였다.

다음으로 imperatorin이 B16F10 세포에서 Wnt/β-catenin 신호 전달 경로를 통

해 멜라닌 생성을 유도하는지 여부를 확인하였다. Figure 13에 보이는 것과 같

이, imperatorin이 미처리 대조군에 비해 P-GSK3β(Ser 9) 및 β-catenin의 수준

을 증가시키는 것으로 나타났다. 그러나 Figure 13. (b)에 따르면 imperatorin은

미처리 대조군과 비교해 P-β-catenin 단백질의 발현을 억제하였다. 이러한 결과

는 멜라닌 생성에 대한 imperatorin의 효과가 AKT/GSK-3β/β-catenin 신호 전

달 경로와 관련될 가능성이 있음을 나타냅니다.
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(a) (b)

Figure 12. The effects on the protein expression of AKT in B16F10 mel

anoma cells. The cells were treated with imperatorin(6.25, 12.5 and 25 μM) f

or 4 h. (a) Western blotting results, (b) protein levels of P-AKT. β-actin wa

s used as a loading control. The results are presented as the mean ± SD fro

m three independent measurements using ImageJ software. *** p < 0.001 vs.

the untreated control group.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 13. The effects on the protein expression of β-catenin, P-GSK3

β, and P-β-catenin in B16F10 melanoma cells. Cells were treated with im

peratorin(6.25, 12.5, and 25 μM) for 24h. (a) Western blotting results; protein l

evels of (b) P-β-catenin, (c) P-GSK3β, and (d) β-catenin. β-actin was used

as a loading control. The results are presented as the mean ± SD from three

independent measurements using ImageJ software. ** p < 0.01 and *** p <

0.001 vs. the untreated control group.
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5. B16F10 세포에서 특이적 억제제를 이용한 멜라닌 함량 확인

Imperatorin으로 유도하는 멜라닌 합성 과정에서 신호 경로의 역할을 추가적으

로 확인하기 위하여 specific inhibitor인 ERK 억제제(PD98059), PKA 억제제

(H-89) 및 AKT 억제제(LY294002)를 사용하였다. Figure 14에 도시된 바와 같

이, Imperatorin의 처리는 멜라닌 함량을 증가시켰고 이러한 효과는 PD98059 및

LY294002에 의해 현저하게 활성화되었다. 또한, H-89와 imperatorin의 동시 처

리는 imperatorin 단독보다 멜라닌 함량을 증가시켰다. 이러한 결과는

ERK-PKA-AKT 매개 신호전달이 imperatorin에 의해 생성되는 멜라닌의 증가

에 필수적임을 나타냅니다.
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Figure 14. The effects of inhibitor on imperatorin-indued melanin conte

nts in B16F10 cells. To determine the involvement of ERK, AKT, PKA enz

yme in melanogenesis, melanin content was conducted using the PD98095, H-

89 and LY294002(1 μM). The results are presented as the mean ± SD from t

hree independent measurements using the Image J. ** p < 0.01 and *** p <

0.001 vs untreated group. ### p < 0.001 vs imperatorin treated group.
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6. HEMn-MP 세포에서 멜라닌 함량과 Tyrosinase 활성 평가

Mouse melanoma cell인 B16F10 세포에서 imperatorin의 멜라닌 생성 활성이

인간 표피 멜라닌 세포에서도 영향을 미치는지 확인하기 위해서 HEMn-MP cell

을 이용하였다. Imperatorin을 6.25, 12.5, 25 µM로 처리하여 melanin contents와

tyrosinase 활성 평가를 수행하였다. 6 well plate에 cell을 seeding하고 48시간

뒤, 농도별로 처리하여 72시간 배양하였다. α-MSH(200 nM)은 양성대조군으로

사용되었다. Imperatorin을 처리한 결과, 멜라닌 함량과 tyrosinase 활성 모두 증

진되었다. 미처리 대조군과 비교하여 두 시료 모두 농도에 의존적으로 효능이 증

가하였다. Figure 15에서 보는 것과 같이, 미처리 대조군을 100%로 하였을 때 고

농도인 25 µM에서 멜라닌 함량이 120.20%, Tyrosinase 활성이 124.66%로 나타

났다. Imperatorin이 인간 표피 멜라닌 세포에서도 효과적으로 멜라닌 생성을 유

도하는 것으로 판단된다.
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(a)

(b)

Figure 15. The effects of imperatorin on the melanin contents and tyros

inase activity in HEMn-MP cells. (a) melanin contents, (b) tyrosinase activ

ity. Cells were treated with various densities(6.25, 12.5, 25 µM) and α-MSH(2

00 nM) for 72 h. α-MSH treatment was used as the positive control. The res

ults are presented as the mean ± SD from three independent experiments. * p

< 0.05, *** p < 0.001 vs. the untreated control group.
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7. HaCaT keratinocyte 세포에서 Imperatorin의 세포독성 평가

멜라닌 세포에서 합성된 멜라닌은 수상돌기 끝으로 이동하고 각질 세포로 전

달된다. Imperatorin의 처리가 이 전달과정에 있어 각질세포의 생존율에 영향을

미치는지 확인하였다. HaCaT keratinocyte cell은 세포를 24 well plate에 24시간

동안 배양한 후, 농도별로 시료를 처리하여 72시간 동안 반응시켰다. MTT

assay의 경우, 미처리 대조군 대비 90% 이상의 생존율을 가지면 세포 생존율에

영향을 미치지 않는 것으로 평가하였다. Figure 16에 나타난 바와 같이, MTT

assay에서 imperatorin은 100 µM 이하의 농도에서 세포독성을 보이지 않았다.

그리고 keratinocyte는 피부의 마지막 세포층으로 HaCaT cell에서 보인 세포 생

존율은 피부의 안정성을 보인다고 판단하였다.
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Figure 16. The effects of imperatorin on the viability in HaCaT cells. C

ells were treated with various densities(6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 µM) fo

r 72 h. MTT assay was performed to evaluate the cell viability of imperatori

n. The results are presented as the mean ± SD from three independent experi

ments. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs. the untreated control group.
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8. 인체 피부 일차 자극 평가

인간 피부 자극 테스트를 통해 국소 적용에서 Imperatorin의 가능성을 테스트

하였다. Imperatorin은 최대 24시간 동안 25 μM 및 50 μM의 농도에서 피부 패

치로 적용되었다. Imperatorin을 제거한 후 20분 및 24시간 동안 패치를 관찰하

였다. 용매인 스쿠알렌을 음성 대조군으로 사용하였다. (IRB no. 1-220777-A-N-

01호-DICN22080) Table 1에 나타난 바와 같이 시험물질(imperatorin)은 인체 피

부에 대한 1차 자극 가능성 측면에서 "무자극 내지 경미한 자극"을 유발하는 것

으로 분류하였다.
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Table 1. The results from the primary human skin irritation tests.

Imperatorin was applied as a skin patch at concentrations of 25 μM and 50

μM for up to 24h.(n = 31)

Test Sample No. of 
Responder

20min after 
patch removal

24hr after 
patch removal 

Reaction Grade 
(R)

+1 +2 +3 +4 +1 +2 +3 +4 Mean

Imperatorin 
25 μM 2 - - - - 2 - - - 0.8

Imperatorin
50 μM 1 - - - - 1 - - - 0.4

Sq 0 0
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Ⅳ. 고찰

Isoimperatorin과 Imperatorin은 Coumarin 유도체로 5번, 8번 잔기가 prenyloxy

기로 치환된 psolaren 계열 화합물이다. Coumarin은 항산화, 항암, 항응고제 등

여러 분야에 효능을 보이는 물질로서 특히 psolaren 계열의 화합물은 이전 연구

에서 멜라닌 생성을 조절한다고 알려져 있음에 따라[74, 75], 본 연구는 Isoimper

atorin과 imperatorin의 멜라닌 생성과의 연관성 및 신호전달 과정에 대한 기전

연구를 수행하였다.

멜라닌은 피부와 모발에 색을 부여하는 역할을 한다. UV 자극 및 산화 스트레

스 등 외부 자극에 의해 멜라닌 생성이 영향을 받는데 이는 피부를 보호하기 위

한 기작이다. 이러한 멜라닌이 부족하면 백반증(Vertiligo), 저색소 침착증(Hypopi

gmentation)과 같은 질환이 발생할 수 있으며, 특히 백반증은 피부의 후천성 변

색 색소 이상으로 인종이나 성별의 차이 없이 전 세계 인구의 1~2%가 질환을

가지고 있다[76, 77].

멜라닌 생성 과정에서 α-MSH는 UV 자극으로 인하여 각질형성세포(Keratino

cyte)와 멜라닌 형성 세포(Melanocyte)에서 생성이 촉진되어, 자가분비과 측분비

인자로서 멜라닌 생성에 중요한 역할을 한다. 뿐만 아니라, α-MSH는 세포의 증

식(proliferation), 세포 보호작용(cytoprotection), 돌기 형성(dendricity) 등에도 영

향을 끼친다. 또한 Tyrosinase는 TRP-1 및 TRP-2와 함께 멜라닌 합성을 위한

속도 제한 효소로서 전사인자인 MITF에 의해 조절된다고 알려져 있다. 또한 MI

TF는 PKA/CREB, Extracellular Signal-regulated Kinase(ERK), Phosphoinositid

e 3-kinase(PI3K)/AKT and Glycogen Synthase Kinase(GSK)3β signaling path

ways에 의해 조절된다.
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B16F10 흑색종 세포는 멜라닌 합성 모델로 사용되었다. 멜라닌 생성에 관한

연구에 앞서 isoimperatorin과 imperatorin의 처리에 대해 세포독성을 갖지 않는

농도를 MTT assay와 LDH assay를 이용하여 확인하였다. Isoimperatorin과 imp

eratorin 모두 25 µM 이하의 농도에서 독성을 갖지 않았다. 따라서 이후 실험은

모두 해당 농도 범위 내에서 실행하였다.

이어서 isoimperatorin과 imperatorin이 멜라닌 합성 및 tyrosinase 활성을 증가

시키는지 확인하였다. Melanin contents와 cellular tyrosinase activity를 진행한

결과, isoimperatorin과 imperatorin은 구조와 상관없이 동일한 수준의 상승을 보

였다. 하지만 isoimperatorin은 keratinocyte에서 멜라닌 생성에 관한 연구가 보고

된 바가 있어, imperatorin의 멜라닌 생성 기전 연구에 초점을 맞추었다.

우선적으로 western blot analysis를 이용해 멜라닌 생성에 관여하는 주요 효

소 단백질의 발현을 확인하였다. 다양한 경로의 신호를 전달받아 MITF가 자극

되면 Tyrosinase, TRP-1와 TRP-2가 발현된다. Imperatorin은 TYR와 그 효소

들을 발현을 증가시키고 이는 MITF의 증가 및 P-MITF의 감소로 인해 발생함

을 확인하였다.

MAPKs signaling pathway는 MITF의 발현 및 활성화의 조절에 관여하기 때

문에 멜라닌 합성에 주요 조절자 중 하나이다. ERK는 음성 신호 전달자로서, 인

산화된 ERK는 신호전달 경로의 활성화에 영향을 미치고 멜라닌 생성 유도와 연

관된다. Imperatorin의 처리는 ERK 인산화를 억제하였으며, 이는 MITF 단백질

의 증가로 이어져 멜라닌 생성을 촉진한다.

외부의 자극으로 a-MSH가 생성되면 cAMP가 생성되고 차례로 PKA, CREB

의 인산화를 유도한다. PKA/CREB signaling pathway는 세포의 성장이나 대사

기능 조절하는 역할을 한다. Imperatorin의 처리는 인산화된 PKA의 증가, CREB

의 인산화 증가로 이어지고, PKA/CREB 신호 전달 경로를 활성화하며 멜라닌

생성을 증가시키는 것을 확인하였다.
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Imperatorin은 GSK3β 인산화를 유도하고 PI3K/AKT 신호전달을 감소하여

멜라닌 합성을 증가시켰다. 이러한 결과는 imperatorin이 AKT 및 GSK3β 신호

전달을 통해 멜라닌 생성을 유도하고 AKT/GSK3β/β-catenin 경로를 표적화한

다는 것을 나타낸다. 이러한 경로를 이용하여 조절함을 특이적 억제제를 이용해

추가적으로 확인하였다.

또한 HEMn-MP cell에서 imperatorin을 처리하고 melanin contents와 tyrosina

se activity를 확인하였다. Imperatorin은 정상 인간 표피 멜라닌 세포에서 멜라닌

함량의 증가 및 Tyrosinase 활성 수준의 향상을 보였다. Imperatorin이 마우스

세포인 B16F10 cell뿐만 아니라 인간 세포에서도 멜라닌 생성에 대해 효능을 보

이는 것을 확인하였다.

결론적으로 연구를 통해 멜라닌 생성에 대한 isoimperatorin과 imperatorin의

활성을 평가하였다. Imperatorin은 ERK, PKA/CREB, AKT/GSK3β/β-catenin si

gnaling pathway를 통해 MITF를 증가시키고 멜라닌 합성 효소 TYR, TRP-1,

TRP-2의 발현을 증가시켜 멜라닌 생성을 유도하는 것을 확인하였다. 그리고 인

간 정상 표피 멜라닌 세포에서도 멜라닌 생성을 활성화함을 보였다. 따라서 imp

eratorin은 저색소 침착을 치료하는데 사용될 가능성이 있음을 보여준다.
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Figure 17. Regulation of melanogenesis signaling pathway through imperatori

n.
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